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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(§) Simultanes Magnetpartikelhandling in zweidimensionaler Anordnung 

(§) Die Erfindung betrifft eine zweidimensionale Anord- 
nung fiir ein simultanes Magnetpartikelhandling, beste- 
hend aus einer zweidimensionalen Pipettenanordnung, 
einer2weidimensionalen Magnethalteranordnung und ei- 
ner zweidimensionalen Kavitatsanordnung in Kombinati- 
on mil einer Handhabungsmechanik. 
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Beschrcibung 
Unifcld 

Seit Ende der 70er Jahre sind Magnetpartikel in der Mo- 
lekularen Biologie/Biochemic in Gebrauch. Vielfach wer- 
den polynierbeschichteie mikroskopisch kleinc Spharen, die 
magnetisches Material in Form von z. B. Eisenoxid enthal- 
ten, genutzi, um andere Molekille an der Oberflache zu bin- 
den und zu iransportieren. 

Der Vorteil dieser mikroskopisch kleinen Spharen - "Ma- 
gnetpartikel, magnetic beads" - beslehl in der riesigen Ober- 
flache von nur wenigen Milligram™ Material und der einfa- 
chen Herslellung von homogenen Parti kelsuspensionen, die 
mil. normalen Liquidhandlinggeraien pipeliiert, dosieri, dis- 
pcnsiert, dilutiert und gemischt werden konnen. Die Zahl 
der Anwendungen kann hier nicht vollstandig beschrieben 
wcrdcn, schr wcit vcrbrcitci sind u, a.: 

- Purifikation von RNA/DNA-Produkten 

- mRNA-Isolation 

- DNA/RNA Hybridisation 

- Feslphasensequentierung 

- Zellseperationstechnik 

aber auch die iiblichen ELISA-Verfahren sind allemativ mil 
Magnetpartikeln durchfuhrbar, da diese sehr gut mil norma- 
len Laborgeraten gewascheh werden konnen. 

Fin sehr wichliger Schrill ist auch das Eincngen von Sus- 
pensions vol u mi na, was uber die Bindung an Magneipanikel 
ebenfalls moglich ist. 

Stand der Technik 

Xur Trennung der festen und fliissigen Phase sind ver- 
schicdene Gerale im Gebrauch. So bietet z. B. die Fa. DY- 
NAT. fur ein Mikrozenlrifugenrohrchen der Fa. Eppendorf 
cine 1 lalterung an, die das Rohrchen mil. einer Feder festhalt 
und gegen einen Permanentmagneien druckt, so daB faslalle 
Magnetpartikel die sich in Suspension befinden zu diesem 
hinbewegen. 

Mil Hilfe einer normalen Handpipetie gelingt es sehr ein- 
faeh die Fliissigkeit abzunehmen, so daB nur noch die Ma- 
gneipanikel an der GefaBwand verbleiben. Wird das Rohr- 
chen aus der Hallerung entnommen und wieder mil Flussig- 
kcit bcfiillt und durchmischl, so werden die Partikel gewa- 
schen, so daB letztendlich nur noch das gebundene Produkt 
an den Pariikeln verbleibl. Die Trennung von Produkt und 
Magneipartikel erfolgt auf gleichem o. g. Wege, Ebenfalls 
gcbriiuchlich sind eleklrisch sieuerbare Magnet felder (DY- 
NAT ,-MPC-aulo 96) oder moiorisch bewegliche Pemianenl- 
magncie; AGOWA-Magnelseperalor (DE-GM 296 14 623). 

Fur das Hantieren von Magneipartikeln im Mikrotitrati- 
onsplancntbrmat insbesondere zur Vorbereitung der PGR in 
sog. thin-wall-tube-plates konnen dieMagnethaiter MPC-96 
<xicr MPC-9600 von DYNAL verwendei. werden. Der Ma- 
gncipariikelhalter MPG-9600 ist auch im o. g. AGOWA- 
Magnctseperator enihalten. Ebenfalls im 8 x 12-well-For- 
mul arbciiel der zweiteilige Magnetseperalor der Fa. PRO- 
MI :GA. Eisenslifie tauchen in die Mikrolilrationsplatte und 
huhen die Magneipanikel fest, so daB die teste Phase an die- 
sen Sliflen fixierl wird. Dies funkuoniert solange die Eisen- 
slific mil eincmPermanenimagnetgekoppell sind. Wird die- 
ser enifcrnt, so konnen die Magneipanikel wieder resuspen- 
dicn werden. Fiir die Durchfuhrung von Scrccningcxpcri- 
mcnicn isi es wichtig im Mi krotiiraiionspl alien fbnn at einen 
hohen Durchsatz an Testpunkten pro Zeiteinheii zu errei- 
chen. Wic bei alien Liquidhandlingschritten gelingt dies nur 
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durch eine enisprechendc Auiomatisicrung. 

Deshalb sind die im Screening sehr weit verbreiteicn Pi- 
pell iemiaschinen wie z. B. von den Finnen TECAN, 
BECKMAN, HAMFLTON und ROSYS mil. Magneisepera- 
5 loren von den Finnen AGOWA bzw. DYNAL nachgerustel 
worden. Komplette Testablaufe (z. B. niRNA-Isolierung aus 
der Zellkultur oder virale RNA aus Vollblut. fur PCR-Nach- 
weis) dauern aber mil diesen Geraten immer noch mehrere 
Stunden. Charakteristisch fiir diese Maschinen ist, daB sie 
10 die Liquidhandlingschritte mil einer Pipetlenspitze oder ein- 
dimensional aufgereihien 2 bis 8 PipeUenspilzen durchfuh- 
ren. 

Es ist deshalb Aufgabe der Erfindung eine automatisier- 
bare Losung fiir hoheren Durchsatz an Mikrotitraiionsplat- 
15 ten proZeileinheit vorzuschlagen. 

Eine solche Durchsatzerhohung gelingt durch die Kombi- 
nation der an sich bekannten mikrotitraiiosplattenkompaii- 
blcn Magncthaltcranordnungcn und den ebenfalls bekann- 
ten Simullandosierem mil 8 x 12- well Spitzen im Mikroii- 
20 trationsplattenfonnal mil einer entsprechend gesta Helen Mi- 
kroiitrationsplatlen- und Magnelhalterprasentiermechanik. 

Durch die Anwendung dieser jeweils zweidimensionalen 
Liquid- und Magnetpanikelhandlingeinrichlungen entsleht. 
unter Hinzunahme von entsprechend gestalletem Platlen- 
25 handling ein vollig neues Werkzeug fiir Isolalion/Purifika- 
tion im MinutenmaBstab. 

Im folgenden soil die Gerateiechnik hierzu mil beispiels- 
weise genannlen Milteln beschrieben werden: 
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Simultandosierer (DD-PS 260571) 



Diese Gerale enrioglichen die gleichzeitige Aufnahme/ 
Abgabe von Flussigkeiten im fiir Mi kroiitrationspl alien iib- 
lichen zweidimensionalen 8x12- oder 16 x 24- well Raster 
35 durch Pipettenspitzen, Nadeln oder ahnlichen Einrichlun- 
gen. 

Magnethalter 
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Zweidimensionale 8 x 13-Lochanordnung im Mikrotitra- 
lionsplatlenfoniiat die z. B. die wells von sogenannten thin 
wall tube plates aufnehmen konnen und zwischen deren 
Lochspalten oder Lochzeilen Permanent magnet e so ange- 
ordnel sind, daB beim Einsetzen von den o. g. Flatten die in 
45 den wells der Plailen befindlichen Magnetpartikel von die- 
sen Magneten angezogen und an der Wand der wells fixiert 
werden. Durch eine zusalzliche Spalte oder Zeile auf dieser 
Lochplatte gelingt es leicht durch Umsetzen der thin weil 
tube plates die Magneipanikel jeweils rechts oder links an 
50 die wells zu heften. Durch Wechsel der Position konnen die 
Partikel in der fiussigen Phase gewaschen werden. Im fol- 
genden Bei spiel wird von einer zusalzliche n Spalte ausge- 
gangen, 
oder 

55 eine zeilen- oder spaltenweise orientierte Kammanordnung 
von Permanentmagnetstaben deren Abstand eine Posiiionie- 
rung zwischen den Pipettenspitzen des Simultandosierers 
erlaubt. Damii. ist. es moglich die Magneipanikel in der Pi- 
pettenspitze zu halten und Flussigkeit. aufzunehmen oder ab- 

60 zugeben. 

Thin wall tube plates (TWP) 

Spezielle 8 x 12 = 96 well-Mikrotiu*aiionsplau.en (auch 
65 192 und 384 well iiblich) gcringcr Wandstarkc ublichcr- 
weise aus PP oder PC, welche gewohnlich so dimensionien 
sind, daB sie in markt.ublichen TlienTiocyclem benuizt wer- 
den, und somit die Gelegenheit bieien, ebenfalls in einer 
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Lochplatie mil. Mag nc ten posiiionien zu werden. 

Mikrotilrati onsplatten- und Magnethalierhandhabungsme- 
chanik 

5 

Vorrichtung zur relauven Posiiionierung von Mikroutrati- 
onsplatten (MTP), TWPs und Vorrats- und WaschgefaBen 
gegenuber einem Magnelhaller sowie wiederum des Ma- 
gnethalters gegenUber einer matrix formigen zweidimensio- 
nalen Pipeuen spitzen anordnung, derail daB es moglich ist 10 
2. B. TWPs in den Magnethalter wechselweise beginnend 
mil Spake 1 oder 2 abzulegen oder einen Magnethalter ge- 
genuber den Pipelienspiizen zu positionieren, daB in einer 
ersien Variante Mittel vorgesehen sind, die TWPs oder an- 
dere GefaBe mil mikrotitralionspl alien aruger Geomelrie 15 
von einer Tran sport einrichtung zu ubernehmen und auf dem 
MagneihalLer abzusetzen und diesen gegenUber den Pipet- 
tcnspitzcn so zu posilionicrcn, daB mil cincr matrixfomiigcn 
Pipelienspiizenanordnung ein Fliissigkeilsaustausch zwi- 
schen Spitzen und Kavilaien erfolgen kann. 20 

Oder das in einer zweiien Variante ein Magnetkamm zwi- 
schen den Spitzen so angeordnel wird, daB der Magnet- 
kamm wechselweise beginnend in der ersten oder zweiten 
Spitzenreihe beginnend angeordnel wird und das ein Fliis- 
sigkeiisausiausch zwi schen Pipelienspiizen und den K a vita- 25 
ten der Mikrouirationspiatte moglich ist. 

Die Mittel zur Losung dieser technischen Aufgabe lassen 
sich wie folgl. beschreiben: 

Zur Bewegung der Mikroliiraiionspl alien und des Magneth- 
alters in vertikaler Richtung ist ein entsprechender niotori- 30 
scher Antrieb z. B. in Form eines Zahnstangenaniriebs mit 
Schritunoior vorgesehen. Die Posiiionierung in beiden hori- 
zonlalen Richtungen erfolgt mil einem eleklrisch steuerba- 
ren Kreuztisch. Die Fixierung der Platien untcrhalb der Pi- 
petlenspitzen kann mil einem Greifmechanismus erfolgen. 35 
Der Transport der Flatten zum Simuliandosierer erfolgt 
durch einen Wagen z. B. auf einer Stangenfuhrung. Urn die 
Magnethalter zwi schen den Pipettenspilzen zu bewegen isl 
ein horizontal laufender linearer Antrieb vorgesehen der die 
Magnete aus dem Zwischenraum der Spitzen herauszieht 40 
und in einer urn ein Raster versetzien Position wieder hin- 
einschiebl. Fur alle diese Antriebs- und Handhabungs mittel 
kann auf den Siand derTechnik zuriickgegriffen werden. Es 
isl einfach moglich mil einer Computersteuerung diese ver- 
schiedenen Bewegungsablaufe zu automatisieren. 45 

Ein einfacher Ablauf zum Waschen derPartikel isl im fol- 
genden beschrieben: 

Die Partikel befinden sich in homogener Suspension in einer 
TWP und haben an ihrer Oberflache z. B. Nukleinsaure ge- 
bunden. Durch Einseizen der thin wall plates in den Magnet- 50 
adapter werden die Partikel an den Wanden der wells fixiert, 
und es gelingl mit der zweidimensionalen Pipettenanord- 
nung die flussige Phase abzunehmen und simultan Waschlo- 
sungen aus einem VorraisgefaB, welches u. a. auch eine 
MTP oder ein ahnliches GefaB sein kann, zuzugeben. Durch 55 
Wechseln der Plauenposition urn eine Spalte gegenUber den 
Magneien bewegen sich die Partikel von einer well-Seite 
zur anderen und werden gewaschen. Dieser Vorgang kann 
auBerhalb des Magnelhalters erganzl werden, durch das si- 
muliane Aufsaugen/Abgeben der Flussigkeit einschbeBlich 60 
der Partikel mil der zweidimensionalen Pipelienspiizenan- 
ordnung. 

Die Arbeit mit einer solchen Anordnung fuhrt zu einer 
deutlichen Erhohung der Verarbeitungsgeschwindigkeii, so 
daB cs moglich wird die Aufrcinigung von Nuklcinsaurcn, 65 
einschlieBlich von Reagenzzugaben, Lyse, Elulion und Hin- 
zufugung des PCR-Mixes innerhalb von wenigen Minuten 
durchzufuhren. 



PaientansprUche 

1. Anordnung fur Liquid-, Magnetpariikel- und Gc- 
faBhandling dadurcli gckennzcichnct, daB diese eine 
zweidimensionale Pipettenanordnung, eine zweidi- 
mensionale Magnethalleranordnung und eine zweidi- 
mensionale Ka vital en anordnung in Kombination mil 
einer Handhabungsmechanik aufweisL 

2. Anordnung gemaB 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die zweidimensionale Pipettenanordnung ein simultan 
arbei tender Pipettier-ZDosieraulomat mit wenigstens 4 
Spitzen/Nadeln isl. 

3.1 Anordnung gemaB 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die zweidimensionale Magnethalteranordnung eine 
Tragerplatte fur eine Vielzahl von matrixartig angeord- 
neten Permanentmagneten ist. 

3.2 Anordnung gemaB 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die zweidimensionale Magnethalteranordnung cine 
Tragerplatte fur eine Vielzahl von zeilenweise ange- 
ordnelen Permanenimagnetslaben ist. , 

3.3 Anordnung gemaB 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die zweidimensionale Magnethalleranordnung eine 
Tragerplatte fur eine Vielzahl von spaltenweise ange- 
ordneten Permanentraagnetstaben ist. 

4. Anordnung gemaB 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die zweidimensionale Magnethalleranordnung eine 
kammartige Anordnung von Permanentmagnelslaben 
isl. 

5. Anordnung gemaB 1 , dadurch gekennzeichnet, daB 
die zweidimensionale Kavitatenanordnung sich am 
Mi krotilraii onsplatten format orientierl. 

6. Anordnung gemaB 2, dadurch gekennzeichneu daB 
die geometrische Anordnung der Spitzen/Nadeln dem 
Mikrotitrationsplaltenstandart folgt. 

7. Anordnung gemaB 3.1, dadurch gekennzeichnel, 
daB sich die Anordnung der Permanentmagnete an den 
Kavilaien der Mikrolilralionsplatten orientierl. 

8. Anordnung gemaB 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
sich das Raster der Kammanordnung aus dem Spilzen- 
raster des Simultandosierers ergibu so daB die Magnet- 

- slabe in die Zwischenraume der Spitzen passen. 
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